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Isoprenoide leiten sich von zwei universellen Vorldufern ab:
Isopentenyldiphosphat (IPP) und Dimethylallyldiphosphat
(DMAPP).[ In Siugetieren werden diese Intermediate, die
fiir das Uberleben der Zelle essentiell sind und unter anderem
in der Cholesterolbiosynthese eine wichtige Rolle spielen,
iber den Mevalonatweg gewonnen. Andererseits werden sie
in den meisten Bakterien sowie in Malariaerregern wie
Plasmodium falciparum iber den 1-Desoxy-pD-xylulose-5-
phosphat-Weg (DXP-Weg) hergestellt.”) Dieser kommt beim
Menschen nicht vor und wird deshalb als vielversprechender
Angriffspunkt fiir die Bekdmpfung zahlreicher Infektions-
krankheiten angesehen.”!

Schema 1 zeigt die letzte Stufe des DXP-Biosynthese-
wegs, in dem die Umsetzung von (E)-4-Hydroxy-3-methyl-
but-2-enyldiphosphat (HMBPP, 1) zu einem Gemisch von IPP
(2) und DMAPP (3) stattfindet. Diese Reaktion wird von der
HMBPP-Reduktase (IspH-Protein) katalysiert. Das mono-
mere Enzym besteht aus drei Doménen, die im aktiven
Zentrum einen redoxaktiven [Fe,S,]-Cluster binden (Abbil-
dung 1a).) Der Cluster ist iiber die Seitenketten dreier Cys-
teine an das Protein gebunden; dabei behilt eines der Eisen-

[*] Dr. I. Span, Priv.-Doz. Dr. W. Eisenreich, Prof. Dr. A. Bacher,
Prof. Dr. M. Groll
Center for Integrated Protein Science Munich, Chemie Department,
Technische Universitdt Miinchen
Lichtenbergstrale 4, 85747 Garching (Deutschland)
E-Mail: ingrid.span@mytum.com
michael.groll@mytum.de
Homepage: http://www.biochemie.ch.tum.de

Dr. K. Wang, Prof. Dr. E. Oldfield
Department of Chemistry, University of Illinois
600 South Mathews Avenue, Urbana, IL 61801 (USA)

Dr. W. Wang, Prof. Dr. E. Oldfield

Center for Biophysics and Computational Biology
University of Illinois

607 South Mathews Avenue, Urbana, IL 61801 (USA)

Prof. Dr. J. Jauch
Organische Chemie Il, Universitit des Saarlandes
Postfach 151150, 66041 Saarbriicken (Deutschland)

Diese Arbeit wurde von der Hans-Fischer-Gesellschaft, der DFG
(GR1861/5-1), der American Heart Association, Midwest Affiliate
Predoctoral Fellowship (10PRE4430022) und den National Institu-
tes of Health (NIH) (GM065307) unterstiitzt. Wir danken Dr. Flo-
rian Kraus fur seinen wertvollen Beitrag zum Manuskript und David
Hartmann fiir die Synthese des Fluoranalogons von HMBPP. Wei-
terhin danken wir den Mitarbeitern der X06SA-Beamline am Paul-
Scherrer-Institut (Swiss Light Source, Villigen, Schweiz) fiir die
Unterstiitzung bei der Datensammlung.

B
3t

M) Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201208469 zu finden.

SWILEY i@

ONLINE LIBRARY

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

“ o 0 2e" [2H*
0-P-0-P-OH 2
OH O )\A 9 e
1 Hz0 N-"0-P-0-P-OH
| 1
o o
3

Abbildung 1. Kristallstruktur von IspH in Komplex mit 1. a) Vorder-
und Seitenansicht der Gesamtstruktur von IspH aus E. coli. Aktives
Zentrum mit b) dem Alkoxidkomplex aus Wildtyp-IspH mit 1 und

c) mit der cyclischen Ligandkonformation im IspH-E126Q-Mutanten-
protein, das in der Struktur einen [Fe;S,]-Cluster aufweist.

ionen eine freie Koordinationsstelle, die nicht durch einen
Aminosdurerest besetzt wird. Untersuchungen des Reak-
tionsmechanismus mit IspH aus Escherichia coli sowie Pro-
teinmutanten zeigten, dass 1 im aktiven Zentrum zwei ver-
schiedene Konformationen einnehmen kann (Abbildung 1b
und c). In einer der beiden Konformationen bindet das Li-
gandatom O1 an das vierte Eisenion, in der anderen geht es
zahlreiche Wasserstoffbriickenbindungen mit der Diphos-
phatgruppe sowie den Proteinresten ein.”

Der vorgeschlagene Mechanismus fiir die IspH-Reaktion
ist in Schema 2 dargestellt und umfasst vier intermedidre
Zustdnde, die durch Kristallographie, MoBbauer-Spektro-
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Schema 2. Vorgeschlagener Mechanismus fiir die IspH-Reaktion.

skopie und paramagnetische Elektronenresonanz(EPR)-
Spektroskopie identifiziert wurden.>® Die Struktur von IspH
in Abwesenheit exogener Liganden ist nicht bekannt (Zu-
stand 0). Durch die Bindung von 1 an oxidiertes IspH entsteht
ein Alkoxidkomplex mit schwachen m-Wechselwirkungen
(Zustand 1, Spin S=0). Aufgrund der Einelektronenreduk-
tion des Clusters, die zur Entstehung von [Fe,S,]" mit Spin § =
1/2 fiihrt, rotiert die Hydroxymethylgruppe des Liganden
vom Cluster weg und nimmt eine cyclische Konformation ein
(Zustand II). Dies hat einen gravierenden Einfluss auf den
stereochemischen Verlauf der IspH-Reaktion.”! Die Zwei-
elektroneniibertragung vom Kofaktor auf das Substrat fithrt
zu einem HiPIP-artigen [Fe,S,]*"-Cluster, zum Bruch der C-
O-Bindung und zur Wasserabspaltung. Im weiteren Verlauf
abstrahiert das Allylanion (Zustand III) ein Proton von der
Diphosphatgruppe. Die Protonierung erfolgt entweder am
C2- oder C4-Atom des Liganden, wobei die Produkte IPP
und DMAPP gebildet werden.

Uber Untersuchungen zum Reaktionsmechanismus von
IspH hinaus wurde intensiv an der Entwicklung und Cha-
rakterisierung von Inhibitoren gearbeitet.["! Kiirzlich wurde
iiber die Synthese und spektroskopische Untersuchung von
drei Substratanaloga mit Fluor- (4),”! Amin- (5)'! oder
Thiolsubstituenten (6) anstelle der Hydroxygruppe in
HMBPP berichtet (Schema 3). IspH setzt 4 langsam um, 5
und 6 hingegen hemmen die Enzymaktivitdt. Um die Struk-

NH,
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Schema 3. Strukturanaloga des IspH-Substrats 1.

Angew. Chem. 2013, 125, 21722175

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

@ngewand

tur-Wirkungs-Beziehung dieser Derivate zu untersuchen,
wurden 4,'1 5021 und 6 synthetisiert (siche Hintergrund-
informationen), und ihre Strukturen in Komplex mit E. coli-
IspH wurden durch Rontgenkristallographie bestimmt.

Die Struktur von IspH im Komplex mit dem Fluorana-
logon 4 wurde mit einer Auflosung von 1.8 A bestimmt
[Ryee =23.2%, Abbildung 2a, Protein Data Bank (PDB)!!

Abbildung 2. 1spH-Komplexstrukturen mit dem Fluorderivat 4. a) Akti-
ves Zentrum von IspH mit dem gebundenen Liganden und zwei Was-
sermolekiilen. Eine (2F,—F,)-Elektronendichtekarte (blaues Netz, kon-
turiert bei 1.0 o) ist fiir die [Fe,S,]-Cluster, Liganden und Lésungsmit-
telmolekiile in der ersten Koordinationssphire dargestellt; gestrichelte
Linien deuten Wasserstoffbriicken an. b) Strukturiiberlagerung von
IspH:4 mit dem Alkoxidkomplex (IspH:1) und dem cyclischen Inter-
mediat (IspH E126Q:1).

ID 4H4C] und zeigt, dass 4 im aktiven Zentrum von IspH in
einer dhnlichen Weise wie das Substrat 1 bindet,"* wobei die
C-F-Bindung im Vergleich zu der C-O-Bindung im IspH:1-
Komplex um 106° gedreht ist (Abbildung 2b). Dadurch be-
findet sich das Fluoratom in einer hydrophoben Tasche, in der
es durch Van-der-Waals-Wechselwirkungen mit His74C®
(3.6 A), Ala73C (39 A) und Ala73C" (3.9 A) stabilisiert
werden kann. Diese bislang noch nicht beobachtete Konfor-
mation erlaubt zwei Wassermolekiilen die Besetzung der
Positionen W1 und W2. Obwohl 4 eine ungewohnliche Ori-
entierung einnimmt, kann es durch IspH mit einer (k. =
28 min~') im Vergleich zu 1 verringerten Reaktions-
geschwindigkeit (k. =604 min™') zu 2 und 3 umgesetzt
werden. Die Unterschiede in den Reaktionsgeschwindigkei-
ten lassen sich vermutlich auf die hohere Bindungsenergie
von C-F gegeniiber C-O zuriickfithren.'”! Dariiber hinaus
fiihrt die fehlende Interaktion mit dem apikalen Eisenatom
zu einem erhohten K, -Wert von 4 (K,,=104 um) im Ver-
gleich zu 1 (K, =20 pm).
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Neueste Inhibitionsstudien haben gezeigt, dass die
Amino- und Thiolsubstratanaloga 5 und 6 eine vielverspre-
chende Hemmung von IspH mit ICs5,-Werten von 0.15 um und
021 pm aufweisen.'” Zudem ergaben MoBbauer-spektro-
skopische Untersuchungen, dass beide Liganden mit dem
[Fe,S;]-Cluster wechselwirken. Allerdings ist es fraglich, ob 5
mit seiner Aminogruppe an das vierte Eisenatom bindet oder
ob ein alternativer Komplex gebildet wird, welcher die Ko-
ordination eines Wassermolekiils an das vierte Eisenatom
ermoglicht. Dies konnte bereits bei Acetyleninhibitoren be-
obachtet werden

Die Struktur des IspH:5-Komplexes wurde mit einer
Auflosung von 1.35 A bestimmt (Rpree =21.0% Abbildung 3 a,
PDB! ID 4H4D) und zeigt eindeutig zwei Ligandkonfor-

Abbildung 3. Rontgenstruktur von IspH im Komplex mit der Aminver-
bindung 5. a) Aktives Zentrum mit dem Liganden in zwei Orientierun-
gen. Die Elektronendichtekarte ist analog zu Abbildung 2 a dargestellt.
b) Uberlagerung der IspH:5-Struktur mit dem Alkoxidkomplex in
IspH:1 und dem cyclischen Intermediat in IspH E126Q:1.

mationen im gleichen Kristall:'*! 1) einen Liganden-Cluster-
Komplex, in dem die Aminogruppe die freie Koordinations-
stelle am Eisenatom besetzt, und 2) eine Orientierung, in der
die Aminogruppe um etwa 74° in die zu 4 entgegengesetzte
Richtung gedreht ist. Der Amin-Eisen-Komplex weist Ahn-
lichkeiten zum Alkoxid-Komplex IspH:1 auf (Abbildung 3b).
Dies ldsst Riickschliisse auf eine mit der Hydroxygruppe
vergleichbare Affinitit des Aminsubstituenten zum [Fe,S,]*"-
Cluster zu. Die zweite, in der Kiristallstruktur beobachtete
Konformation wird durch Wasserstoffbriicken zwischen der
Amino- oder Ammoniumgruppe zu einem der Diphosphat-
sauerstoffatome (2.8 A), Glu1260° (2.9 A), Thr1670" (3.1 A)
sowie einem Wassermolekiil in W1-Position (3.1 A) stabili-
siert.

Der Amin-Eisen-Komplex ist im Einklang mit den Mo683-
bauer-spektroskopischen Daten, die auf eine tetraedrische

www.angewandte.de

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

(3S/N) Koodinationssphére des vierten Eisenatoms hinwei-
sen."”! Somit erscheint die alternative Orientierung als Folge
der Reduktion des Clusters durch die Rontgenbestrahlung —
ein Befund, der vor allem interessant ist im Zusammenhang
mit der IspH-Hemmung, die unter reduzierenden Bedingun-
gen beobachtet wird."” Tm Gegensatz zu 1 wurde jedoch kein
Umsatz von 5 beobachtet. Eine plausible Erklarung hierfiir ist
die Bildung eines stabilen Ammoniumcarboxylationenpaars,
welches die Freisetzung von Ammoniak verhindert
(Schema 4).

Die Kiristallstruktur von IspH im Komplex mit 6 zeigt bei
einer Auflosung von 1.7 A (Rpree =21.3%, Abbildung 4a,

o~ PN
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Schema 4. Hypothetischer Mechanismus der IspH-katalysierte Reakti-
on mit 1 und deren Hemmung durch 5. a) Dehydratisierung von 1, er-
leichtert durch einen Protonendonor (Glu1260H oder Diphosphat-
gruppe, dargestellt durch X-OH). b) Entsprechende Reaktion mit 5.

c) Bildung eines stabilen Ammoniumcarboxylationenpaares.

Abbildung 4. Die Thiolverbindung 6 gebunden im aktiven Zentrum
von IspH. a) Thiol-Eisen-Komplex. Die Elektronendichtekarte ist analog
zu Abbildung 2a dargestellt. b) Uberlagerung der IspH:6-Struktur mit
dem Alkoxidkomplex (IspH:1) und dem cyclischen Intermediat (IspH
E126Q:1).
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PDB! ID 4H4E) eine Komplexbildung zwischen dem vier-
ten Eisenion des Clusters und der Thiolgruppe von 6. Das
aktive Zentrum enthilt kein Wassermolekiil, da der erhohte
Raumbedarf der verbriickenden Gruppe die Verschiebung
des Kohlenwasserstoffgeriists von 6 in Richtung der Diphos-
phatgruppe bewirkt; aulerdem stehen keine Partner fiir die
Stabilisierung von Wassermolekiilen durch H-Briicken zur
Verfiigung (Abbildung 4b). Durch die Besetzung der freien
Koordinationsstelle des FEisenions mit einer Thiolgruppe
entsteht ein [Fe,S,]-Cluster mit vier Schwefelliganden an
jedem Eisenion, der charakteristisch ist fiir eine Vielzahl von
Elektronentransferproteinen.!"™!

Zusammenfassend erdffnen die hier vorgestellten Er-
gebnisse neue Einblicke in den Mechanismus der IspH-Re-
aktion mit dem nicht-natiirlichen Substrat 4, die iiber ein
bislang unbekanntes Intermediat verlduft, welches nicht an
den [Fe,S,]-Cluster bindet. Im Gegensatz dazu binden die
Amino- und Thiolderivate (5 bzw. 6) beide an das vierte Ei-
senion. Die Frage, ob die Hemmung des IspH-Enzyms auf der
Bindung dieser Liganden an das oxidierte oder reduzierte
Protein bzw. an beide Zustinde beruht, bleibt offen. Bei dem
Komplex von IspH mit § identifizierten wir eindeutig eine
zweite Konformation, in der die Seitenkette keine Wechsel-
wirkung mit dem Cluster eingeht. Dies erkldren wir mit der
Bildung eines inerten Ionenpaares mit Glul1260° und der
Diphosphatgruppe. Erwartungsgemif3 zeigt die IspH:6-
Komplexstruktur, dass der Ligand iiber sein Schwefelatom an
das vierte Eisenion koordiniert, wobei keinerlei Alternativ-
konformation beobachtet wurde. Dies beruht moglicherweise
auf der Tatsache, dass die Thiolgruppe eine schwache Base
und ein schlechter Wasserstoffbriickenakzeptor ist. Die
Kristallstrukturen dieser Substratanaloga liefern somit nicht
nur neue Einblicke in den Reaktionsmechanismus, sondern
eroffnen dariiber hinaus neue Strategien fiir die Entwicklung
neuartiger Antibiotika sowie Malariawirkstoffe.
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